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13-PGR: 15-Ketoprostaglandin Δ13,14-reductase 
15-PGDH: 15-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 
ATP: Adenosine triphosphate 
BAL: Bronchoalveolar lavage 
BBB: Blood brain barrier 
BCRP: Breast cancer resistance protein 
BLM: Bleomycin 
BSA: Bovine serum albumin  
BSP: Bromosulfophthalein 
cDNA: Complimentary DNA 
CAIA: Collagen antibody induced arthritis 
CIA: Collagen induced arthritis  
COX: Cyclooxygenase 
DAB: 3, 3’- diaminobenzidine 
DHEAS: Dehydroepiandrosterone sulfate 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DP: Prostaglandin D receptor 
EAE: Experimental autoimmune encephalomyelitis 
EDAC: 1-(3-Dimethylaminopropyl) -3-ethylcarbodiimide hydrochloride 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA: Ethyleneglycoltetraacetic acid 
EP: Prostaglandin E receptor 
FBS: Fetal bovine serum 
FITC: Fluorescein isothiocyanate 
FP: Prostaglandin F receptor 
GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
hPrC: Human prostaglandin carrier  
Hprt: Hypoxanthine phosphoribosyltransferase  
HRP: Horseradish peroxidase 
IP: Prostaglandin I receptor  
LC-MS/MS: Liquid chromatogram-tamdem mass spectrometry 
LPS: Lipopolysaccharide 




MAO: Monoamine oxidase 
MDR: Multidrug resistant protein 
NAG: N-Acetyl-β-D-Glucosaminidase 
NET: Norepinephrine transporter 
NSAIDs: Non-steroidal anti –inflammatory drugs  
OAT: Organic anion transporter 
OATP: Organic anion transporting polypeptide 
OAT-PG: Prostaglandin-specific organic anion transporter 
OCT: Organic cation transporter 
OCTN: Carnitine/organic cation transporter 
PB: Phosphate buffer 
PBS: Phosphate buffered saline 
PFA: Paraformaldehyde 
PG: Prostaglandin 
PGES: PGE Synthase 
PGFS: PGF Synthase  
PGDS: PGD Synthase 
PGIS: PGI Synthase  
PLA2: Phospholipase A2  
PLM: Plasma obtained from LPS-treated WT mice 
PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride 
PVDF: Polyvinylidene di fluoride  
SERT: Serotonin transporter  
S.E.M.: Standard error of mean 
SGLT: Sodium glucose co-transporter 
TBS-T: Tris- bufferd saline and Tween 20 
URAT: Urate transporter 
VMAT: Vesicular monoamine transporter  























発現に関わる。例えば、organic anion transporting polypeptide (OATP) は有機アニ
オン物質の消化管吸収および肝取込みに働き、organic anion transporter (OAT) や
organic cation transporter (OCT) はそれぞれ有機アニオン物質ならびに有機カチ
オン物質の肝・腎動態に寄与し、multidrug resistant protein (MDR) は脳毛細血管





肪酸代謝に必須なカルニチンを輸送する carnitine/organic cation transporter 2 
(OCTN2/SLC22A5) の欠損が遺伝性の全身性カルニチン欠乏症の原因となるこ
と[1] や、breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) が消化管からの尿酸排出
に 関 わ る こ と [2] 、 OATP1A2 (SLCO1A2) が 前 立 腺 癌 細 胞 に お け る











有意義である。実際に、腎臓において尿酸の再吸収に関わる urate transporter 1 
(URAT1/SLC22A12) [7]に対する阻害薬や、腎臓においてグルコースの再吸収に関














エイコサノイドの一種ある。アラキドン酸は phospholipase A2 (PLA2) により膜リ
ン脂質から遊離した後、cyclooxygenase (COX) により PGH2に変換される。COX
により合成された PGH2はその後、PGE synthase (PGES)、PGD synthase (PGDS)、
PGF synthase (PGFS)、PGI synthase (PGIS) により、それぞれ PGE2、PGD2、PGF2α、





























Biosynthetic pathway for prostaglandins 
COX: Cyclooxygenase, PGES: PGE Synthase, PGDS: PGD Synthase, PGFS: PGF 







DP、FP、IP が存在する。EP はさらに EP1、EP2、EP3、EP4 の 4 種のサブタイ
プが知られている。各受容体は主に Gq タンパク質と連関する EP1、FP、主に
Gs タンパク質と連関する EP2、EP4、DP、IP、主に Gi タンパク質と連関する
EP3 の三つのグループに分けられる。また各受容体は合成酵素と同様に組織およ
び細胞ごとに発現が異なり、PGの作用は組織ごとに異なる。さらに EP1-4はそ
れぞれ PGE2に対する親和性が異なり、EP3 と EP4 は高親和性、EP1 と EP2 は低
親和性の受容体として機能するため、PGE2 シグナルは受容体近傍の PGE2 濃度
により変化する[12]。 
 PGの主な作用としては血管、消化管、気道、子宮の平滑筋に対する作用があ








され PGE2 の産生が増大することから、PGE2 合成阻害作用を有する非ステロイ


























せないため、COX を阻害せずに PGE2 の作用を調節できる新たな抗炎症薬の開














される必要がある[19]。一方、作用を終えた PGE2は主に PG の代謝酵素である
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (15-PGDH) および 15-ketoprostaglandin 
Δ13,14-reductase (13-PGR) [20] によって、細胞内で速やかに代謝されて不活化され
る (Figure 1-1-2) 。そのため、作用を終えた PGE2は不活化されるために、細胞
膜を透過し細胞内に取り込まれなければならない[19]。したがって、受容体近傍 





PGE2 を基質とする輸送体は、主に取込み輸送体として機能する OATP2A1 
(SLCO2A1) [22] 、 OATP2B1 (SLCO2B1) 、 OATP1B1 (SLCO1B1) 、 OATP3A1 
(SLCO3A1)、OATP4A1 (SLCO4A1) [23]、OAT1 (SLC22A6)、OAT2 (SLC22A7)、OAT3 
(SLC22A8)、OAT4 (SLC22A11) [24]、OAT-PG (OAT-PG) [25]、hPrC (hPrC) [26]と排
出輸送体として機能する MRP1 (ABCC1)、MRP2 (ABCC2) [27]、MRP4 (ABCC4) 
[28]がある。また、輸送体による PGE2の輸送活性の変動が生理作用に影響を与
えることも報告されている。Abcc4-/-マウスを用いた検討では、痛覚閾値の上昇

























Catabolism of PGE2 














分子種 PGE2に対する Km (µM) 代表的な内因性基質 
OATP2A1 0.10 PG 
OATP2B1 Not detected (N.D.) ES, DHEAS 
OATP1B1 N.D. TCA, T3, T4, LT 
OATP3A1 N.D. ES, PG 
OATP4A1 N.D. TCA, T3, PG 
OAT1 0.97 α-KG, IS, UA 
OAT2 0.71 ES, cAMP, cGMP, DHEAS, PG 
OAT3 0.35 ES,cAMP, cGMP, DHEAS, TCA, UA, PG 
OAT4 0.15 ES, DHEAS, PG 
OAT-PG 0.12 PG 
hPrC N.D. PG 
MRP1 N.D. LT, GSH, GSSG, Glucronide  
MRP2 N.D. BG, LT, GSH, EG 
MRP4 3.40 cAMP, cGMP, EG, PG, LT 
 
Table 1-1-2 
Affinity for PGE2 and major substrates of PGE2-recognizing transporters 
α-KG: alpha-ketoglutaric acid, BG: bilirubin glucuronide, cAMP: cyclic Adenosine 
monophosphate, cGMP: cyclic Guanosine monophosphate, EG: Estradiol Glucronide, 
ES: Estron sulfate, GSH: Glutathione, GSSG: Glutathione disulfide, TCA: Taurocholic 
Acid, IS: Indoxyl Sulfate, LT: Leukotriene, T3: triiodothyronine, T4: thyroxine, UA: 
Uric Acid,  
 





OATP2A1 と炎症の関係は未解明だが、ラットを LPS 処置すると、肺および肝














































の PGE2動態に対する OATP2A1 の役割を明らかにできない。 
そこで第二章では、Schuster らのグループが Slco2a1-/-マウスを作出した方法
[49]を参考に、Oatp2a1 を欠損させたモデルマウスを作成し、その役割解析の手
法の一つとした。即ち、Trans Genic社が作出した Slco2a1flox/+マウス (Slco2a1 遺







は OATP2A1 が細胞内酸性コンパートメントにおいて PGE2の取込み輸送体とし
て働くことで PGE2の貯留を担い、貯留された PGE2が炎症性刺激に従いエキソ
サイトーシスにより細胞外に放出されることを初めて示した。次にマクロファ
ージからの OATP2A1 介在性 PGE2分泌の炎症組織における PGE2シグナル制御
に対する寄与を明らかにしようと考えた。しかし OATP2A1 は全身の多くの細胞
に発現することから、Slco2a1-/-マウスでは検討は困難だと考えられた。したがっ
て第四章では、マクロファージからの OATP2A1 介在性 PGE2分泌と PGE2シグ
ナル制御を関連付けるための有用なツールを得ることを目的として、マクロフ

































マウスおよび EP4-/-マウスでは、コラーゲン誘発性関節炎  (collagen induced 
arthritis: CIA) モデルやコラーゲン抗体誘発性関節炎 (collagen antibody induced 






の調節に PGE2-EP3 経路が関わること[63]や、実験的自己免疫性脳脊髄炎 
(experimental autoimmune encephalomyelitis : EAE) モデルにおける Tリンパ球の
分化や増殖にPGE2-EP2/4経路が関与すること[64]がそれぞれのEP受容体欠損マ
ウスを用いることにより明らかにされている。したがって、様々な炎症や免疫






マクロファージ (Mφ) は、炎症や免疫反応における PGE2の主要な供給源の一
つである[11]。リウマチ患者の病変部位である滑膜組織においては Mφ 数が増加
し [65]、mPGES-1 は主として Mφ に発現する[66]。そのため、リウマチ患者に
おいてはMφによる PGE2産生を阻害する目的でNSAIDsが投与されている[67]。
また錦糸移植モデルにより形成された肉芽組織においても mPGES-1 は主に Mφ
に発現する[61]。さらに Mφ の産生する PGE2は T リンパ球の分化や増殖を制御




れる[68]。したがって、Mφ の産生する PGE2 は前述した様々な炎症や免疫反応
の調節に重要である。第一章で述べたように、Mφ おいて COX-2や mPGES とい
った PGE2産生酵素は小胞体膜や核膜に発現する[16-18]一方で、EP1-4 は細胞膜
上に発現する。そのため、細胞内で産生された PGE2が EP 受容体に結合して作
用を発揮するためには、細胞膜を透過して細胞外に分泌される必要がある。し
かしながら、Mφ における PGE2輸送機構は明らかにされていない。 
当研究室ではこれまでに organic anion transporting polypeptides (OATP/SLCO) 




株 BEAS-2B 細胞において PGE2の細胞内への取込みのみならず、細胞外への分
泌にも関与することを報告している[40]。そのため本研究では OATP2A1 に焦点
を当て、炎症局所の主要な PGE2供給源である Mφ における PGE2輸送に対する
OATP2A1 の役割を明らかにすることを目的とした。 
これまで OATP2A1 は PGE2の取込みに働き、PGE2シグナルの終結に関わると
考えられてきた。特に、PG の主要代謝臓器である肺[36]において強い発現がみ
られること[37]から、OATP2A1 は肺における PGE2クリアランスへの関与が示唆














に Slco2a1-/-マウスを用いて検討した。本章では Trans Genic社により作出された
Slco2a1
flox/+マウスを CAGcreマウスと交配させて Slco2a1-/-マウスを作出し、各組











































Rabbit anti-mouse Oatp2a1 IgG および guinea pig anti-mouse Oatp2a1 IgG は富山
大学大学院医学薬学研究部薬剤学研究室の細谷健一教授より提供いただいた。
Slco2a1





2-2-2. 交配による Slco2a1 欠損マウスの作出 
Schuster らのグループの報告[49]を参考に、C57BL/6 マウスにおける Slco2a1
遺伝子の exon 1領域を loxP配列で挟んだ Slco2a1flox/+マウスを作出した。ネオマ
イシン耐性遺伝子 (PGKp-neor カセット) は Cre/loxP 組換えの際に同時に除去





を作出した。さらに Slco2a1flox/floxマウスと Slco2a1+/-;CAGcre マウスを交配させ
ることで、目的の Slco2a1-/-;CAGcre マウスを作出した (Figure 2-3-2)。Slco2a1-/-

















Strategy for conditional knockout of Slco2a1 
A region containing Slco2a1 exon1 was targeted for deletion by Cre/loxP system. 
Constructed targeting vector has Slco2a1 exon1 that is flanked by loxP sites. The 
targeting vector was linearized with Not1 and Sal1 and transfected to C57BL/6 ES cells 
by electroporation. Chimeric mice were generated using the correctly targeted ES cell 
lines and ICR blastocysts by aggregation method and then, Slco2a1
flox/+
 mice were 
generated by crossing chimeric mice with WT mice. Targeted locus was deleted by Cre 
recombinase that expressed by CAGcre allele. A-D are shown location of primers for 
























;CAGcre by crossing Slco2a1-floxed mice with CAGcre mice 
Slco2a1
flox/flox
 mice were obtained by crossing Slco2a1
flox/+
 mice with each other. Then, 
Slco2a1
flox/flox
 mice were mated with Slco2a1
+/+
;CAGcre mice to generate 
Slco2a1
+/-
;CAGcre mice. Finally, Slco2a1
+/-
;CAGcre mice were crossed again with 
Slco2a1
flox/flox
 mice to obtain Slco2a1
-/-
;CAGcre mice.  
17 
 
2-2-3. Polymerase chain reaction (PCR) による遺伝子型判定 
マウス尻尾を約 5 mm 採取し、lysis buffer 500 µLおよび proteinase K (20 mg/mL) 
(Wako, Osaka, Japan) を 10 µL加えて、56°C で一晩静置して組織を溶解した。遠
心 (10,000 rpm, 5 min, 4°C) により上清を回収して phenol/chloroform/isoamyl 
alcohol (25:24:1) (Wako) を 500 µL加えた。よく混合した後、遠心 (10,000 rpm, 10 
min, 4°C) し上清を回収した。Chloroformを 400 µL加え、遠心 (10,000 rpm, 10 min, 
4°C) することで phenol を除去した。上清を回収し、isopropanol を 400 µL加え、
‐30°C で 30分間静置後、遠心 (10,000 rpm, 10 min, 4°C) により DNAを沈殿さ
せた。上清を捨て、350 µLの 75% ethanol を加えて洗浄し、塩類を除去した。沈
殿として得られたDNAを 37°Cで乾燥させた後、UltraPureTM Distilled Wter DNase, 
RNase, Free (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) を加え、56°C で 5分間溶解し
た。得られたゲノム DNA を鋳型として、各遺伝子型に対応するプライマー 
(Table 2-2-1) を用いて rTaq® DNA Polymerase (Toyobo, Osaka, Japan) により PCR
反応を行った。PCR 反応は、denature (94°C, 15 sec)、annealing (60°C, 15 sec)、
extension (72°C, 30 sec) を 1サイクルとして 35 サイクル行った。 PCR 反応産物





NaCl 100 mM 
Tris-HCl (pH8.0) 10 mM 
EDTA  25 mM 
SDS 0.5% (w/v) 
 
 
Table 2-2-1  
Sequence of primers for genotyping  
Allele Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) 
Slco2a1
 +
 AGGCTCTCGTGGGGAGTAAT (A)  
CACAGCAGAGACCCAACAGA (D)  Slco2a1
 flox
 AGTAGAAGGTGGCGCGAAG (B)  
Sloc2a1－ AGGACCTGATAGGCAGCCAA (C) 
cre TTACGGCGCTAAGGATGACT TTGCCCCTGTTTCACTATCC 








 Thioglycollate Medium Brewer Modified (Becton Dickinson and 
Company, Franklin Lakes, NJ, USA) 2 mL をマウスの腹腔内に投与し、4日後に
pentobarbital sodium (50 mg/kg body weight) の腹腔内投与によりマウスを麻酔し
た後、氷冷 phosphate buffered saline (PBS) 5 mLで腹腔内を洗浄し、腹腔細胞を回
収した。腹腔細胞を遠心 (1,000 rpm, 10 min) により沈殿させ、再度 PBS 2 mLに
懸濁し遠心操作 (1,000 rpm, 10 min) により回収した。沈殿した細胞を 10 % (v/v) 
fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 100 units/mL penicillin, 
and 100 µg/mL streptomycin を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
に懸濁し、播種した。2 時間 CO2インキュベーター内 (5% CO2, 37°C) で培養後、
非接着細胞を PBS で 3回洗浄することにより除去した。接着細胞を PMφ として
実験に用いた。 
 
Phosphate buffered saline (PBS;adjust to pH 7.4 with HCl) 
NaCl 137 mM 
KCl 2.7 mM 
KH2PO4 1.5 mM 
Na2PO4 8.0 mM 
 
2-2-5. RNA抽出および RT-PCR 
マウスの各組織および PMφ の total RNAは RNAiso Plus® (Takara Bio, Tokyo, 
Japan) を用いて抽出した。その後、High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) を用いて cDNAを調製した。Oatp2a1 mRNA
はTable 2-2-2に示したプライマーおよび rTaq® DNA Polymerase (Toyobo) によ




Sequence of primers for RT-PCR 
Target Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’) 
Oatp2a1 CCGCTCGGTCTTCAACAAC AAGAACTGGAGAGCCCAAAGC 
 
2-2-6. Western blotting 
Pentobarbital sodium (50 mg/kg body weight) の腹腔内投与により、マウスを麻酔
した後、開腹および開胸し、下大静脈と心臓をそれぞれ露出させた。下大静脈





で保存した。保存した肺組織を解凍し、suspension buffer および proteinase 
inhibitor cocktail (1:100, Sigma-Aldrich)、phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 
/ethanol (35 mg/mL) (1:200) を加え、ポッター型ホモジナイザー (0.10-0.15 mm)
を用いてホモジナイズした。さらに、Parr Cell Distruption (セントラル化学貿易, 
Tokyo, Japan) を用いて窒素キャビテーション (900 psi, 4°C, 15 min) を行った。
遠心 (10,000×g, 15 min, 4°C) し、懸濁液から未破砕細胞および核を除去した後、
上清を採取した。超遠心 (100,000×g, 60 min, 4°C) し、膜タンパク質粗画分を調
製した。タンパク質 20 µg を 7.5% SDS-polyacrylamide を用いて分離し、
polyvinylidene di fluoride (PVDF) 膜 (Millipore, Bedford, MA, USA) に転写した。
5% skim milk/Tris- bufferd saline and Tween 20 (TBS-T) を用いて 4°Cで一晩ブロッ
キングを行った。一次抗体として guinea pig anti-mouse Oatp2a1 IgG (0.1µg/mL) を
室温で 1 時間反応させた。二次抗体として horseradish peroxidase (HRP) 標識 
anti-guinea pig IgG (Millipore) を 2時間反応させた。 
 
Suspension buffer (adjust to pH 7.4 with NaOH) 
EDTA 1 mM 
EGTA 1 mM 
Sucrose 320 mM 
HEPES 10 mM 
 
Tris-buffered saline and Tween 20 (TBS-T) 
Tris-HCl (pH 7.4) 25 mM 
NaCl   125 mM 




Pentobarbital sodium (50 mg/kg body weight) の腹腔内投与により、マウスを麻
酔した後、開腹および開胸し、下大静脈と心臓をそれぞれ露出させた。下大静
脈を切開した後、速やかに 23G 翼付針 (TERUMO) を右心室に穿刺し、シリン
ジを用いて 0.1 M phosphate buffer (PB) を注入し灌流することで、肺を含む全身
の脱血を行った。肺が白くなったことを確認後、氷冷した 4% paraformaldehyde 




ジャーを穏やかに引くことで脱気を行った。その後 4°C で一晩、4% PFA/PB に
て浸漬固定した。組織を PBで洗浄後、30% sucrose/PBの高張液に浸漬して 4°C
で一晩置換を行った。組織を O.C.T. Compound (Sakura Finetechnical, Tokyo, Japan) 
を用いて包埋し、液体窒素により凍結肺ブロックを作製した。凍結ブロックは
切片作成まで-80°C で保存した。組織切片は凍結ブロックをクリオスタット 




Phosphate buffer (PB; pH 7.4) 
NaH2PO4 23 mM 
Na2HPO4 77 mM 
 
2) 免疫組織化学染色  
凍結保存した組織切片を室温に戻し、PBS に 5 分間、3 回浸し洗浄した。切
片に 5% skim mik/PBS を滴下し、湿潤箱内で 30 分間ブロッキングした。PBS で
洗浄後、rabbit anti-mouse Oatp2a1 IgG (1 : 200) を 4°C で一晩反応させた。一次抗
体反応のネガティブコントロールとして、過剰量 (質量比で約 10 倍) の抗原ペ
プチドと 30分間反応させた抗体を用いた。PBS洗浄後、ビオチン化 anti-rabbit IgG 
(1 : 250) を室温で 1時間反応させた。PBS 洗浄後、0.3% H2O2/methanol に 7分間
浸し、内因性ペルオキシダーゼを失活させた。PBS で洗浄後、horseradish 
peroxidase (HRP) 標識ストレプトアビジン (LSAB2 kit; Dako, Glostrup, Denmark) 
を室温で1時間反応させた。PBSで洗浄後、HRP基質である3, 3’- diaminobenzidine 
(DAB) を含む溶液 (ImmPACTTM DAB Substrate; Vector Laboratories, Burlingame, 
CA, USA) を 1~2分間反応させた。PBS で洗浄後、Hematoxylin Solution, Mayer’s 
(Wako) に 3分 30秒間浸し核を染色した。流水で 5分間洗浄後、70%、80%、90%、
100% ethanol にそれぞれ 2回ずつ、xylenに 3回、順に浸すことで脱水・透徹処
理を行った。VectaMount® (Vector Laboratories) を滴下し、カバーガラスで封入後、
明視野顕微鏡 (BZ-9000; Keyence, Osaka, Japan) を用いて観察した。 
 
2-2-8. 免疫細胞化学染色  
WTマウスと Slco2a1-/-マウスから回収した PMφ を 8-well Culture Slide (Becton 
Dickinson) に2.0×105 cells/wellで播種した。2時間後にPBS洗浄し、8-well Culture 
Slide (Becton Dickinson) のチャンバーを外して、2分間室温で乾燥させた。氷冷
した 4% PFA/PBS に 20 分間浸した後、PBS で 3 回洗浄した。0.05% Triton 
X-100/PBS に室温で 2 分間浸して透過処理を行った後、PBS 洗浄し、2% bovine 
21 
 
serum albmin (BSA)/PBS を用い 20分間ブロッキングした。その後、一次抗体と
して guinea pig anti-mouse Oatp2a1 IgG (1:100) を室温で 1時間反応させた。抗体
の希釈には 2% BSA/PBS を用いた。PBS 洗浄後、二次抗体としてビオチン化
donkey anti-guinea pig IgG (1:200, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) 
を室温で 1 時間反応させた。 PBS 洗浄後、 fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-conjugated streptavidin (1:500, Dako) を室温で 1時間反応させた。PBS 洗浄
後、Hoechst 33342 (2 µg/ml, Life Technologies) を室温で 5分間反応させ、核を染
色した。PBS 洗浄後、Vectashield (Vector Laboratories) を用いて、カバーガラス




Pentobarbital sodium (50 mg/kg body weight) の腹腔内投与により、マウスを麻
酔した後、開腹および開胸し、下大静脈と心臓をそれぞれ露出させた。ヘパリ
ンを通したシリンジを用いて心採血を行い、得られた血液を遠心 (6,500 rpm, 5 
min, 4°C) 後、上清を血漿として回収した。心採血後は速やかに下大静脈を切開
して、23G 翼付針 (TERUMO) を右心室に穿刺し、シリンジを用いて PBS を注
入し灌流することで、肺を含む全身の脱血を行った。その後、気管を露出させ
て 20Gサーフロー留置針 (TERUMO) を気管に挿入した。PBS 1 mLを留置針よ
り、注入し気管支肺胞腔の洗浄操作を 3 回行った後、PBS を回収した回収液中
に含まれる細胞を遠心 (6,500 rpm, 5 min, 4°C) により除去し、上清を気管支肺胞




2-2-10. 組織からの PGE2抽出 
組織の一部を回収して重量を測定した。その後、15 mLチューブに各組織を入
れ Homogenize buffer を 2.7 mL ずつ添加した。ホモジナイザー (T 25 digital 
ULTRA-TURRAX
®
; IKA Laboratory Technology, Staufen, Germany) により各組織
を破砕し、ソニケーション (MicrosonTM XL2000; Misonix Inc., Farmingdale, NY, 
USA) を行った。4分間激しく振盪した後、遠心 (2,000 rpm, 10 min, 4°C) により
残存した組織断片を除去し、上清をガラス製コニカルチューブに回収した。
Hexaneを 2 mL添加し、4分間振盪後に遠心 (2,000 rpm, 10 min, 4°C) し上清を捨
てた。その後、2% formic acid 150 µLおよび chloroform 2 mL添加し、4分間激し
く振盪し、遠心 (2,000 rpm, 10 min, 4°C) を行った。上層、中間層を取り除いた
後、遠心濃縮器  (Savant SPD2010 SpeedVac® Concentrators; Thermo Scientific, 
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Waltham, MA, USA) により蒸発乾固した。0.1% formic acid/acetonitrile (1:1, v/v) 
200 µLに再溶解し、HLC-DISKTM 3 TCI (孔径 0.45 µL, 水溶系; Kanto Chemical 




Aceton/PBS (1:1) 2.7 mL 
100 mM Indomethacin/methanol 27 µL 
100 ng/mL PGE2-d4/methanol 5 µL 
1% BHT/methanol 13.5 µL 
 
2-2-11. LC-MS/MS による PGE2定量条件 
 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) は、デガッサーに DGC-20A、液相ポン
プに LC-20AD、オートサンプラーに SIL-20AC (Shimazu, kyoto, Japan) を用いた。
カラムはMercury MS (C18, 20×4.0 mm, Luna 3 µm; Phenomenex, Torrance, CA, 
USA) を用いて、0.1% formic acid (A) と acetonitrile (B) で移動相を構成したグラ
ジエント法により分析した。グラジエントの組成は、25-99% B (0-5 min)、99% B 
(5-7 min)、95-25% B (7-9 min) として、カラム温度は 40°C、流速は 0.3mL/min、
注入量は 30 µLとした。 
質量分析器 (MS) は、API3200TM triple quadrupole mass spectrometer (AB Sciex, 
Foster City, CA, USA) を使用し、エレクトロスプレーイオン化  (ESI) 法 
(Polarity: negative) によって分析した。PGE2のQ1は 351.1 (m/z)、Q3は 271.1 (m/z)、
PGF2αの Q1は 353.2 (m/z)、Q3は 193.2 (m/z)、15-keto PGE2の Q1は 349.2 (m/z)、
Q3は 331.2 (m/z)、内標準である PGE2-d4 の Q1 は 355.1 (m/z)、Q3は 275.2 (m/z)
で測定した。また、イオン源パラメータは、Collision Gas (CAD) : 3、Curtain Gas 
(CUR) : 10、Ion Source Gas 1 (GS1) : 80 psi、Ion Source Gas 2 (GS2) : 80 psi、Ion 
Spray vltage (IS) : -4500 V、Temperature (TEM) : 600°C に設定した。マススペクト
ルは、Analyst® 1.6 Softwareで解析した。 
 
2-2-12. データ解析 














伝子型を、尻尾から抽出したゲノム DNA を用い PCR により判定した(Figure 
2-3-1)。Table 2-2-1に示した 3種類の forward primer (A、B、C) と reverse primer (D) 
を用いて、Slco2a1+ allele は A-D、Slco2a1flox allele は B-D、Slco2a1- allele は C-D
の組み合わせで PCR を行った。産物サイズはそれぞれ 113bp、428bp、229bp で
ある。また creの産物サイズは 188bpである。 
Slco2a1
+および Slco2a1floxのバンドが検出されず、Slco2a1-および cre のバンド
が検出された Slco2a1-/-;CAGcre、Slco2a1flox のバンドが検出されず、Slco2a1+、
Slco2a1
-および creバンドが検出された Slco2a1+/-;CAGcre、Slco2a1+および creの
バンドが検出されず、Slco2a1floxおよび Slco2a1-のバンドが検出された Slco2a1flox/-、
そして Slco2a1-および creバンドが検出されず、Slco2a1+および Slco2a1floxのバン


























;CAGcre mice by PCR 
Slco2a1 Exon1 was deleted by Cre/loxP system mediating DNA recombination. 
Slco2a1
flox/flox
 mice were crossed with Slco2a1
+/-
;CAGcre mice to generate 
Slco2a1
-/-





;CAGcre mice were extracted from tail. And then, genotypes of offspring 
































2-3-2. RT-PCRによる各組織における Oatp2a1 mRNA 発現検討 
作出された Slco2a1-/-マウスの全身組織における Oatp2a1 mRNA 発現を確認す
るため、肺、腎臓、肝臓、大腸、脳、精巣、骨格筋および PMφ から RNA を抽
出し、Table 2-2-2に示したプライマーを用いて RT-PCR を行った (Figure 2-3-2)。











Deletion of mRNA expression of Oatp2a1 in Slco2a1
-/-
 mice 
Expression of Oatp2a1 mRNA in various tissues including lung, kidney, liver, colon, 
brain, testis, skeletal muscle and peritoneal macrophages (PMφ) in WT and Slco2a1-/- 




















2-3-3. Oatp2a1 タンパク質発現検討 








タンパク質の局在を示す茶褐色の呈色が、肺胞上皮細胞 (a) や気道上皮細胞 (b)、
血管内皮細胞 (c) の細胞膜で見られた一方で、Slco2a1-/-マウスでは呈色がみら
れなかった (Figure 2-3-3B)。WTの肝臓 (Figure 2-3-3C)、腎臓 (Figure 2-3-3D) に
おいては肺組織ほど明確な染色像が得られなかったが、WTの腎臓においては近
位尿細管上皮の細胞膜 (a) および糸球体の一部の細胞の細胞質 (b) に見られた
部分的な染色が、Slco2a1-/-マウスではみられなかった。 
Slco2a1
-/-マウスの PMφ における Oatp2a1 タンパク質の発現を検討するため、
免疫細胞化学染色を行った。抗 Oatp2a1抗体を用いた抗原抗体反応は fluorescein 
isothiocyanate (FITC) の緑色蛍光により検出し、細胞核は Hoechst 33342 による青
色蛍光で検出した。WT では Oatp2a1の局在を示す緑色蛍光が主として細胞質に
検出され、細胞膜にも一部みられた (Figure 2-3-3E)。一方で、Slco2a1-/-マウスの
PMφ では緑色蛍光はバックグラウンドレベルであった (Figure 2-3-3F)。 
以上の結果より、Slco2a1-/-マウスにおいて Oatp2a1 タンパク質発現の消失が示










































Deletion of protein expression of Oatp2a1 in Slco2a1
-/-
 mice 
(A) Oatp2a1 protein expression in lung from WT and Slco2a1
-/-
 mice. Frozen tissue 
sections of lung (B), liver (C) and kidney (D) that from WT and Slco2a1
-/-
 mouse were 
stained by guinea pig anti-Oatp2a1 antibody and immune reaction was detected by 
DAB staining. The nucleus was stained with Hematoxylin Solution, Mayer’s (blue). 
 In WT lung (B), Oatp2a1 (brown) was detected at alveolar epithelial cells (a), airway 
epithelial cells (b) and vascular endothelial cells (c). In WT kidney (D), Oatp2a1 seems 
to be expressed at proximal tubule (a) and a part of glomerulus (b). 
Immunocytochemistry was performed in peritoneal macrophages from WT and 
Slco2a1
-/-
 mice (E and F). Cells were stained by guinea pig anti-Oatp2a1 antibody and 
immune reaction was detected by green fluorescence from fluorescein isothiocyanate 







2-3-4. Slco2a1欠損による PG動態への影響 
Slco2a1 欠損による各組織における PG 動態への影響を、WT および Slco2a1-/-
マウスの各組織から PG を抽出し、組織中の PGE2、PGF2α、15-keto PGE2 を




傾向が観察された。肺胞腔中の PG量は肺を PBS により洗浄し、BAL液中の PG






Tissue and plasma concentration of PG in WT and Slco2a1
-/-
 mice 
Concentration of PGE2, PGF2α and 15-keto PGE2 were measured by LC-MS/MS. Each 
result represents the mean ± S.E.M. (n=4). * indicates significant difference from WT 






















PG amounts in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of WT and Slco2a1
-/-
 mice 






























本章では OATP2A1 の生理的役割を明らかにすることを目的に、Trans Genic
社により作出された Slco2a1flox/+マウスを CAGcre マウスと交配させることによ
り、Slco2a1-/-マウスを作出した。 
産仔の尻尾から抽出した DNAを用いた遺伝子型判定により、Slco2a1 の exon1















-/-マウスの各組織および PMφ における Oatp2a1 mRNA 発現を RT-PCR
により検討したところ、Slco2a1-/-マウスではWTマウスで検出されるOatp2a1 の
バンドが検出されなかった (Figure 2-3-2)。さらに Oatp2a1 タンパク質発現を
Western blotting により検討した結果、特に Oatp2a1 の発現が高い肺において、
WTマウスでは Oatp2a1 のバンドが検出された一方、Slco2a1-/-マウスでは検出さ
れなかった (Figure 2-3-3A)。しかし、PMφ およびその他の組織ではWT マウス
において Oatp2a1 のバンドが検出されなかった。これらの組織においては、

















-/-マウスから単離した PMφ においては、WTマウスの PMφでみられる
Oatp2a1の発現を示す緑色蛍光が確認されなかった (Figure 2-3-3E and F)。また、
WT の PMφ において Oatp2a1 の局在を示す緑色蛍光は主として細胞質にみられ
た。この結果は、脳定住性 Mφ であるミクログリアにおいて免疫組織化学染色
により細胞質に OATP2A1 が発現するという既報と一致する[39]。 
各組織におけるPGE2量制御に対するOATP2A1の役割を明らかにする目的で、
肺、肝臓、腎臓、胃、大腸、血漿中および BAL液中の PGE2量をWTと Slco2a1
-/-
マウスで比較した。Slco2a1-/-マウスにおいては WT と比較して肺組織における
PGE2量は減少した (Table 2-3-1) が、その他の組織では変化が見られなかった。




(Table 2-3-1)。また BAL液中の PGE2、PGF2α、15-keto PGE2はいずれも変化がみ




PGE2およびその代謝物 15-keto PGE2量が共に減少したことから、Oatp2a1 は肺
組織に PGE2を取込むことで代謝に寄与することが改めて示唆された。Slco2a1
-/-
マウスの腎組織における 15-keto PGE2 量の増加は、肺組織で代謝されなかった
PGE2が、腎組織に発現する Oatp2a1 以外の PGE2輸送体 (Oat1 や Oat3 など) に
より代償的に取り込まれて代謝されることで説明される可能性がある。一方で
今回検討した、肝臓や胃、大腸においては Slco2a1 の欠損により PGE2、PGF2α、














価が可能である。Slco2a1-/-マウスにおいては BAL 液中 PGE2 量が変化せず 








の欠損により組織中の PGE2量は変化しなかった。また、Mφ においては Oatp2a1
の発現は主に細胞質にみられた。これまで OATP2A1 が細胞質に発現する例は報
告されている[74, 80]が、細胞質に発現する OATP2A1 の機能および細胞内 PGE2
動態との関連は明らかにされていない。そこで第三章では、Mφ の細胞質に発現



























の一部の細胞や PMφ においては主に細胞質に検出された  (Figure 2-3-3)。







では、WT および Slco2a1-/-マウスから単離した PMφ と、マウス Mφ 細胞株
RAW264 細胞を用いて、Mφ に発現する OATP2A1 の機能を解析した。 
Mφ では炎症刺激に応答して、リソソーム酵素の放出を伴って PGE2が分泌さ
れる[84, 85]。また、リソソーム酵素は細胞内 Ca2+濃度に依存したエキソサイト
ーシスによって分泌されるが[86, 87]、Mφ からの PGE2分泌も細胞外からの Ca
2+





















MRP4/ABCC4 は PGE2を輸送する[28]。マウス胚線維芽細胞においては Abcc4の
欠損により細胞外の PGE2 量が減少するが、同時に Abcc4
-/-マウスの胚線維芽細
胞では Cox-2発現も減少する [29]。MRP4 は PGE2以外にも様々な基質を輸送す
るため、Abcc4 の欠損により変化した PGE2以外の因子が Cox-2 発現に影響を与
えて細胞外 PGE2 が減少した可能性がある。したがって、PGE2 の分泌過程は
MRP4 のみでは説明できない。 




ネラに OATP2A1 が発現すること[80]を考慮すると、OATP2A1 がリソソームにお
いて PGE2輸送に関わる可能性がある。Mφ において OATP2A1 が Ca
2+依存的な
リソソームのエキソサイトーシスを伴ったPGE2分泌に関わるという本研究の仮
































H]PGE2; 163.6 Ci/mmol) は Perkin Elmer Life 
Science (Boston, MA, USA) から購入した。TGBz T34 (TGBz) は小野薬品工業株
式会社 (Osaka, Japan) より提供いただいた。Lipopolysaccharide (LPS、Escherichia 
coli 0111:B4 由来) および bromosulfophthalein (BSP) は Sigma-Aldrich から購入し
た。1-(3-Dimethylaminopropyl) -3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDAC) および
ionomycin はそれぞれ Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)、Wako Pure Chemical 




第二章において作出した Slco2a1-/- マウスおよび交配により維持している WT
マウスを用いて実験を行った。動物の取り扱いおよび飼育は、金沢大学動物実
験指針 (承認番号, AP-132778,  AP-143119, AP-153511) に従った。 
 
3-2-3. 細胞培養 
マウスMφ 細胞株 RAW264 細胞は RIKEN BioResource Center (Tsukuba, Japan)
から提供いただいた。RAW264 細胞は 10% (v/v) FBS (Sigma-Aldrich)、100 units/ml 
penicillin および  100 µg/ml streptomycin を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s 




第二章の実験方法 (2-2-4) に従った。 
 
3-2-5. PMφおよび RAW264 細胞による[3H]PGE2取込み試験 
WTマウスとSlco2a1-/-マウスから回収したPMφおよびRAW264 細胞をそれぞ
れ 4-well プレートに播種し 1 日間培養後、取込み試験に用いた。取込み試験は
37°C で、[3H]PGE2 (3 nM, 0.49 µCi/ml) を含んだ transport bufferを添加し開始した。
氷冷した transport buffer を加え、取込み反応を停止させた。取込み反応終了後、
0.5% (w/v) Triton X-100 を 200 µLずつ各ウェルに加えて細胞を溶解した。細胞溶
解液中の放射能を液体シンチレーションカウンター (LSC-6100, Aloka, Tokyo, 
Japan) により定量した。またタンパク質量は Bradford 法に従い、BSA を標準と
して Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) により定量した。取込
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3-2-6. Lamp2/DsRed コンストラクトの作製 
マウス Lamp2 の cDNA 配列を Table 3-2-1に記載した XhoI siteを付加した
forward primerと BamHI site を付加した reverse primer 用いて PCR により増幅し
た。増幅産物の配列は DNA シーケンサー (ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer, 
Applied Biosystems) により確認した。増幅した Lamp2 のコーディング領域およ
びpDsRed Monomer N1 (TakaraBio) をXhoIとBamHIにより制限酵素処理した後、
T4 DNA ligase (TakaraBio) によりライゲーションし、DsRed融合 Lamp2 コンスト
ラクトを (Lamp2-DsRed) 作製した。 
 
Table 3-2-1 
Primers specific to mouse Lamp2 to clone cDNA  
 Primers (5’ to 3’) 
Forward 
Reverse 
5’- GCCTGCTCGAGCACGATGTGCCTCTCTCCGGTT -3’ 
5’- TCCGGTGGATCCAGAAATTGCTCATATCCAGT -3’ 
 
 
3-2-7. Oatp2a1 タンパク質の細胞内局在検討 
PMφ および RAW264 細胞を氷冷した 4% PFA/PBS に 20 分間浸した後、PBS
で 3回洗浄した。0.05 % Triton X-100/PBS に室温で 1分間浸して透過処理を行っ
た後、PBS 洗浄し、2% BSA/PBS を用い 20 分間ブロッキングした。Oatp2a1 タ
ンパク質は、一次抗体として guinea pig anti-mouse Oatp2a1 IgG (1:100) を室温で
1時間反応させることによりラベル化した。PBS 洗浄後、二次抗体としてビオチ
ン化 donkey anti-guinea pig IgG (1:200, Jackson Immunoresearch) を室温で 1時間反



















 594-conjugated streptavidin (1:250, Life Technologies) を室温で 1時間反応さ
せた。リソソームは一次抗体として rat anti-mouse Lamp1 IgG (1:200, BioLegend, 
San Diego, CA) を室温で 1 時間反応させることでラベルし、二次抗体として
Alexa Fluor
® 
488-conjugated goat anti-rat IgG (1:200, Life Technologies) を用いて検
出した。また、リソソームの可視化のために、作製した Lamp2-DsRed コンスト
ラクトを FuGENE6 (Promega, Madison, WI, USA) を用いて RAW264 細胞にトラ
ンスフェクションした。その後、前述の方法により Lamp2-DsRed 発現 RAW264
細胞の Oatp2a1を染色した。細胞内酸性オルガネラおよびミトコンドリアはそれ
ぞれ、LysoTracker®および MitoTracker®を添加した培地で細胞を固定化する前に、
2 時間培養することにより可視化した。核は Hoechst 33342 (2 µg/ml, Life 
Technologies) を室温で 5 分間反応させることで染色した。封入は Vectashield 
(Vector Laboratories) により行った。観察は、共焦点顕微鏡 (LSM710; Carl Zeiss)
およびオールインワン蛍光顕微鏡  (BZ-9000; Keyence) により行った。また
BZ-9000 により得られた画像は、BZ-II Analyzer (Keyence) 細胞内における
Oatp2a1の局在解析のために最適化を行った。 
 
3-2-8. 抗 PGE2抗体による免疫細胞化学染色 
細胞内 PGE2は過去に報告されている方法[92]に従って染色した。PMφ および
RAW264 細胞を 0.5% 1-(3-Dimethylaminopropyl) -3-ethylcarbodiimide hydrochloride 
(EDAC)/PBS に 37°C で１時間浸して、固定および透過処理した。その後 PBS で
洗浄し、2% BSA/PBSを用い 20分間ブロッキングした。PGE2ラベル化のために、
一次抗体として anti-PGE2 rabbit polyclonal IgG (1:25, Abcam, Cambridge, UK) を
室温で 1 時間反応させた。PBS 洗浄後、二次抗体として Alexa Fluor® 
594-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:400, Life Technologies) を室温で 1時間反応





RAW264 細胞および PMφ (1-2 × 108 cells) の細胞分画は既報に従い実施した
[93]。PMφ は、thioglycollate 刺激をした WT および Slco2a1+/-マウスそれぞれ 10
匹ずつから回収して用いた。培養皿から細胞をセルスクレイパーにより回収し、
protease inhibitor cocktail (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を添加した homogenizing 
medium 3 mL 中で、tight fitting (クリアランス: 0.025-0.076 mm) Dounce tissue 
grinder (Wheaton, Millville, NJ) を用いて 25-30回ホモジナイズを行った。遠心操
作 (800 × g、10 min、 4°C) により懸濁液から未破砕細胞および核を除去し、上
清を採取した。上清は 20 % Percoll® (GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA) 条
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件で、遠心 (20,000 × g、1 hr、4°C)した。遠心後、遠心管の下部に穴をあけて、
下層より 1 mL ずつ 10 画分を採取した (得られた画分は、上層より順に 1 から
10とした)。得られた 10画分をスイングローター (P40ST, Hitachi, Tokyo, Japan) 
を用いて超遠心分離機 (himac CP70MX, Hitachi) により遠心 (100,000×g, 60 
min, 4°C) し、各画分に含まれるオルガネラを沈殿させた。得られた沈殿を uptake 
buffer に再懸濁した。各画分に含まれるタンパク質量は BSA を標準として
















過法により実施した[94]。各画分 10 µg を取り、2 mM ATP を添加した uptake 
buffer 中で 37°C で 5 分間プレインキューベーションを行った。その後、[3H]PGE2 
(7.2 nM, 1.18 µCi/mL) を含んだ uptake buffer を添加することにより取込み反応
を開始した。氷冷した uptake buffer を 1 mL 添加し取込み反応を停止させ、
membrane filter (GVWP, pore size 0.22 µm, Millipore) を用いて減圧下で迅速濾過
した。Membrane filter は氷冷した uptake buffer 4 mLにより 3回洗浄した。その
後、membrane filter 上に残存した放射能を液体シンチレーションカウンター
(LSC-6100, Aloka) により定量した。 
 
3-2-11. N-acetyl-β-D-glucosaminidase 活性測定 
各サンプルを4-nitrophenyl 2-acetamido-2-deoxy-β-D-glucopyranoside を5 mM添
加した reaction buffer 中で、37°C で 15 分間反応させることで産生される
p-nitrophenolate を定量し、リソソーム酵素である N-acetyl-β-D-glucosaminidase 
(NAG) 活性を測定した。NAGによる酵素反応は 0.5 N NaOH を添加することに







Uptake buffer (pH 7.4) 
Sucrose 250 mM 
HEPES 50 mM 
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より停止させ、405 nm の吸光度をマイクロプレートリーダー  (ARVO, 
PerkinElmer, Waltham, MA, USA) により測定し、p-nitrophenolate産生量を求めた。 
 
Reaction buffer ( pH 4.8) 
Trisodium citrate 56.25 mM 
Citrate  33.75 mM 
 
3-2-12. Mφからの PGE2分泌試験 
 WT および Slco2a1-/-マウスの PMφ と RAW264 細胞を、それぞれ 1.0 × 106 
cells/well ずつ 4-well プレートに播種し、接着した細胞を PBS により 2回洗浄し
た。その後、50% plasma obtained from LPS-injected mice (PLM)、10 µM ionomycin、
1 µg/mL LPS をそれぞれ無血清の DMEM培地 300 µLで処置した。所定時間経過
後、培地および各 well の細胞を回収し、PGE2および NAG活性を測定した。 
 
3-2-13. Mφ培養上清および細胞懸濁液からの PGE2抽出 
 LC-MS/MS による定量のため、培養上清中および細胞中の PGE2を抽出した。
培養上清 200 µL および細胞懸濁液 900 µL に、内標準物質である PGE2-d4 (100 
ng/mL) を 10 µL、ethyl acetate を 900 µL、さらに 2% formic acid を 100 µL添加
し、10分間よく混合した後、遠心 (10,000 rpm, 10 min, 4°C) した。上層を回収し、
遠心濃縮器 (Savant SPD2010 SpeedVac® Concentrators; Thermo Scientific, Waltham, 
MA, USA) により蒸発乾固した。0.1% formic acid/acetonitrile (1:1, v/v) 100 µLに
再溶解し、培養上清中と細胞懸濁液中の PGE2をそれぞれ細胞外と細胞内の PGE2
として LC-MS/MS により定量した。 
 
3-2-14. LC-MS/MS による PGE2定量条件 
 第二章の実験方法 (2-2-11) に従った。 
 
3-2-15. Western blotting 
培養皿からセルスクレイパーにより回収した細胞を protease inhibitor cocktail 
(Nacalai Tesque) を含む RIPA bufferに懸濁し、ソニケーション (QSonica, LLC., 
Newtown, CT, USA) により細胞を破砕した。遠心操作 (10,000 × g, 5 min, 4°C) に
より得られた上清を回収し、タンパク質量を Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad) 
により定量した。細胞溶解液に sample buffer (5×SDS buffer : 2-mercaptoethanol = 
4:1) を加えてよく混合した後、99°C で 5 分間加熱して SDS-polyacrylamide gel
電気泳動  (SDS-PAGE) 用のサンプルを調製した。各サンプルを 10% 
-polyacrylamide gel に添加した後、running buffer を用いて 120Vで泳動した。泳
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動後、transfer bufferおよび Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell 
(Bio-Rad) を用いて polyvinylidene di fluoride (PVDF) 膜 (Millipore) に 18V で転
写した。転写した PVDF膜を Tris-bufferd saline and Tween 20 (TBS-T) により洗浄
後、2% skim milk/TBS-Tを用いて 4°C で一晩ブロッキングを行った。その後、
一次抗体として rabbit anti-Cox-2 IgG (1:250, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)、
rabbit anti-15-Pgdh IgG (1:250, Cayman Chemical) および、rabbit anti-Gapdh IgG 
(1:5,000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA) を用いて抗原抗体反応を行った。
4°C で一晩静置し、TBS-Tにより 3回洗浄後、HRP-conjugated secondary antibody 
(1:5,000 dilution, Life Technologies) を室温で 1 時間反応させた。TBS-T により 3
回洗浄後、ImmunoStar Zeta® (Wako) によって目的のタンパク質のバンドを














adjusted at pH 8.0 with NaOH 
 
5×SDS buffer 
20% SDS 2.45 mL 
1M Tris (pH6.8) 2 mL 
Glycerol 3.8 mL 
1% Bromo phenol blue/Ethanol 0.5 mL 
 
Running buffer (adjusted at pH 8.3 with HCl) 
Tris 25 mM 
Glycine 192 mM 
SDS 0.1% 







10% Running gel 
0.75 M Tris-HCl (pH 8.8) 3,000 µL 
10% SDS 60 µL 
30% Acrylamide (0.8% bisacrylamide) 2,000 µL 
10% Ammonium persulfate 60 µL 
TEMED 4.8 µL 
Deionized distilled water (ddw) 920 µL 
 
3% Stacking gel 
0.25 M Tris-HCl (pH 6.8) 1,500 µL 
10% SDS 30 µL 
30% Acrylamide (0.8% bisacrylamide) 300 µL 
10% Ammonium persulfate 30 µL 
TEMED 2.4 µL 
ddw 1160 µL 
 
10×TBS (1 L) (adjusted at pH 7.5 with HCl) 
Tris-HCl 24.23 g 
NaCl 80.06 g 
 
TBS-T 




除した cell-to-medium (C/M) ratio で示した。 














3-3-1. RAW264細胞における免疫細胞化学染色による Oatp2a1 発現検討 
 マウスMφ細胞株 RAW264細胞における Oatp2a1の発現および局在を免疫細胞
化学染色により検討した (Figure 3-3-1)。抗 Oatp2a1 抗体を用いた抗原抗体反応
は fluorescein isothiocyanate (FITC) の緑色蛍光により検出し、細胞核は Hoechst 










Fluorescence immunocytochemistry for Oatp2a1 protein expression in RAW264 
cells 
Immunostaining of Oatp2a1 protein in RAW264 cells were performed by staining with 
guinea pig anti-Oatp2a1 antibody. Then, immune reaction was detected by green 









3-3-2. RAW264細胞による[3H]PGE2 取込みに対する TGBz T34 の阻害効果 
RAW264細胞における細胞外から細胞内への PGE2取込みに対するOatp2a1の
寄与を、[3H]PGE2の初期取込みに対する OATP2A1 阻害薬 TGBz T34 の効果によ
り評価した (Figure 3-3-2)。TGBz T34 は既報を参考に[40]Oatp2a1をほぼ完全に
阻害しうる濃度として、25 µM で用いた。1、2.5、5分における[3H]PGE2取込み























H]PGE2 uptake by RAW264 cells  
Time course of [
3
H]PGE2 uptake (3 nM) by RAW264 cells in the absence (closed 
circles) or presence (open circles) of 25 µM TGBz T34 was measured at 37°C and pH 









3-3-3. PMφによる[3H]PGE2 取込みに対する Oatp2a1 の寄与 
次に PMφ における PGE2取込みに対する Oatp2a1 の寄与を評価した。WT お
よび Slco2a1-/-マウスから PMφ を単離し、[3H]PGE2 取込みを比較した (Figure 
3-3-3A)。Slco2a1-/-マウスの PMφ において 1、2.5、5分における[3H]PGE2取込み
は、WTと比較して、いずれの点においても差がみられなかった。また、それぞ
れの PMφ による[3H]PGE2の初期取込みに対する OATP2A1 阻害薬 TGBz T34 の
阻害効果を検討した (Figure 3-3-3B)。TGBz T34 の添加により WT と Slco2a1-/-
マウスの PMφ でそれぞれ 81%、71%まで[3H]PGE2の取込みは低下したが、有意
性はなかった。Figure 3-3-3A の結果より、PMφ において Oatp2a1は細胞外から
の PGE2の取込み輸送体としては機能していないことが示唆された。一方、Figure 















H]PGE2 uptake by peritoneal macrophages from WT and Slco2a1
-/-
 mice 
(A) Time course of [
3
H]PGE2 uptake (3 nM) by peritoneal macrophages obtained from 
WT (closed circles) and Slco2a1
-/-
 mice (open circles). (B) Inhibitory effect of 25 µM 
TGBz T34 on [
3





H]PGE2 uptake was measured at 37°C and pH 7.4 for the designated time. Each 







3-3-4. RAW264細胞および PMφにおける Oatp2a1 の細胞内局在 
 これまでの検討により、PMφ および RAW264 細胞において、Oatp2a1 が主に
細胞質に発現し、細胞外からの PGE2取り込みには寄与しないこと示された。そ
こで、次に Oatp2a1の細胞内における役割を検討するために、両 Mφ の細胞内に
おける Oatp2a1 の局在を調べた。緒言で述べた背景より、OATP2A1 がリソソー
ムにおいて PGE2輸送に関わる可能性を考えた。そこでリソソームマーカーとし
て、LysoTracker (A, B)、抗 Lamp1 抗体 (C, D)、Lamp2-DsRed融合タンパク質 (E) 
を用いて、抗 Oatp2a1 抗体との共染色を行った。またネガティブコントロールと
して、ミトコンドリアを染色する MitoTracker と抗 Oatp2a1 抗体との共染色 (H) 
を行った。PMφ および RAW264 細胞において、Oatp2a1 は図中に矢印で示した

































Fluorescence immunocytochemistry for Oatp2a1 with organelle markers in 
RAW264 cells and peritoneal macrophages 
(A) RAW264 cells and (B) peritoneal macrophages were incubated with LysoTracker
®
 
red dye for 2 hr at 37°C prior to fixation. Then, cells were stained with anti-mouse 
Oatp2a1 antibody (green). (C) RAW264 cells and (D) peritoneal macrophages were 
stained with anti-mouse Oatp2a1 antibody (red) and anti-Lamp1 antibody (green). (E) 
Lamp2-DsRed-expressing RAW264 cells were stained with anti-mouse Oatp2a1 
antibody (green). (F) Peritoneal macrophages were incubated with MitoTracker
®
 red 
dye and stained with anti-mouse Oatp2a1 antibody (green). The nucleus was co-stained 
with Hoechst 33342 (blue). Scale bar = 10 µm. Arrows indicate merged points of green 












3-3-5. RAW264細胞および PMφにおける Oatp2a1 と PGE2の共染色 
 次に、Mφ において Oatp2a1 が細胞内 PGE2の分布を制御するかを検討しよう
と考えた。そこで抗 Oatp2a1 抗体と抗 PGE2抗体を用いた免疫細胞化学染色によ
り検討した (Figure 3-3-5)。PMφ と RAW264細胞において、細胞内 PGE2を示す
赤色蛍光は緑色蛍光で観察される Oatp2a1 と部分的に共局在した。したがって、














Fluorescence immunocytochemistry for Oatp2a1 and PGE2 in RAW264 cells and 
peritoneal macrophages 
(A) RAW264 cells and (B) peritoneal macrophages were stained with anti-mouse 
Oatp2a1 antibody (green) and anti-PGE2 antibody (red). The nucleus was co-stained 
with Hoechst 33342 (blue). Scale bar = 10 µm. Arrows indicate merged points of green 






















素 N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG) 活性を測定した。その結果、最も密度の
低い画分 (Fraction #1) と最も高い画分 (Fraction #10) において高いNAG活性が
みられた (Figure 3-3-6A)。また全画分において、迅速濾過法により[3H]PGE2 取
込み活性を測定したところ、Fraction #1 において最も高い[3H]PGE2 取込み活性
がみられた。さらに、Fraction #1 においては非標識体 PGE2 (100 µM) の存在下
で取込みが 43%まで有意に低下したが、他の画分においては有意な取込み低下
はみられなかった (Figure 3-3-6B)。そこで、Fraction #1 における[3H]PGE2取込み
に対するOATP阻害薬 BSPおよびOATP2A1阻害薬 TGBz T34の阻害作用を検討
した (Figure 3-3-6C)。その結果、両化合物の添加により[3H]PGE2 取込みはそれ
ぞれ 37%及び 57%まで有意に低下した。したがって、RAW264 細胞の Fraction #1
































H]PGE2 uptake by Oatp2a1 in NAG activity-enriched fraction obtained from 
RAW264 cells 
NAG activity of all 10 fractions collected from the Percoll
®
 gradient of RAW264 cells 
(A). Fraction #1 was the top layer of the gradient (with the lowest density). Each result 
represents the mean ± S.E.M. (n=3). (C) [
3
H]PGE2 (7.2 nM) uptake for 1 min in the 
absence (white bar) or presence (grey bar) of 100 µM unlabeled PGE2 by all 10 
fractions from RAW264 cell. Each result represents the mean ± S.E.M. (n=3). * 
indicates a significant difference from the absence of unlabeled PGE2 in each fraction 
by student’s t-test (p < 0.05). NS means non-significant difference. (D) Inhibitory effect 
of TGBz T34 (TGBz) and BSP on [
3
H]PGE2 (7.2 nM) uptake by fraction #1 that were 
derived from RAW264 cells for 1 min. Each result represents the mean ± S.E.M. 
(n=8-11). * indicates significant difference from uptake of [
3
H]PGE2 by 










3-3-7. PMφの Fraction #1 における[3H]PGE2取込み 
 RAW264 細胞では、リソソーム酵素活性の高い Fraction #1 における PGE2取込
みへの Oatp2a1の関与が示唆された。そこで、WT および Slco2a1+/-マウスの PMφ
を同様の方法で分画した。その結果、Fraction #1 および Fraction #10 において高
い NAG活性が観察された (Figure 3-3-7A)。本結果は、RAW264 細胞と類似して
いた。さらに、Slco2a1+/-マウスの PMφから単離した Fraction #1における[3H]PGE2
取込みは、WT由来のFraction #1の 57%と有意に低い値であった (Figure 3-3-7B)。




















(A) NAG activity of all 10 fractions collected from the Percoll
®
 gradient of peritoneal 
macrophages of WT (closed circles) and Slco2a1
+/-
 (open circles). Fraction #1 was the 
top layer of the gradient (with the lowest density). Each result represents the mean ± 
S.E.M. (n=3). * indicates significant difference from WT. [
3
H]PGE2 (7.2 nM) uptake by 
fraction #1 that were derived from WT and Slco2a1
+/- 
peritoneal macrophages for 1 min. 
Each result represents the mean ± S.E.M. (n=5-6). * indicates significant difference 
from uptake of [
3
H]PGE2 by fraction #1 that from peritoneal macrophages  of WT 





3-3-8. PLM刺激による PMφからの PGE2および NAG分泌 
次に、Mφ からのリソソーム酵素の分泌と PGE2分泌との関連について検討し
た。炎症性刺激として、LPS 処置したマウス由来の血漿 (PLM: plasma obtained 
from LPS-treated WT mice) で PMφ を活性化し、細胞外の PGE2量 (Figure 3-3-8A) 
およびリソソーム酵素である NAG の活性 (Figure 3-3-8B) を測定した。PLM 
(50%) を含む無血清培地中で 6時間培養することにより、細胞外の PGE2量およ
び NAG 活性はそれぞれ 2.8 倍、2.2 倍に増加した。また Ca2+キレート剤である
EGTA の共存下では、細胞外の PGE2量および NAG 活性のいずれも有意に減少


















Figure 3-3-8  
Association of PGE2 secretion with lysosomal enzyme release from inflammatory 
activated macrophages 
Secretion of PGE2 (A) and NAG (B) from peritoneal macrophages cultured for 6 hr in 
medium containing plasma from LPS-treated mice (PLM) was inhibited in the presence 
of 2 mM EGTA. Each result represents the mean ± S.E.M. (n=3). * indicates 
statistically significant differences from control and PLM-treated in the absence of 
EGTA by student’s t-test (p < 0.05). ** indicates statistically significant differences 








ために、RAW264 細胞からの PGE2分泌に対する Ca
2+イオノフォア ionomycin の
作用を調べた。Ionomycin (10 µM) 含む無血清培地により 15分間培養後の細胞
外 PGE2量および NAG 活性を測定した。Ionomycin 処置により細胞外 PGE2量は
12.9 倍まで有意に増加し、EGTA 添加により ionomycin による細胞外 PGE2の増
加は抑制された (Figure 3-3-9A)。一方、細胞内 PGE2は ionomycin 処置により 78%
まで減少した (Figure 3-3-9B)。また、細胞外の NAG活性は ionomycin を処置に
より 2.1 倍まで有意に増加し、EGTA 添加により細胞外 NAG 活性の増加は抑制
された (Figure 3-3-9C)。しかし ionomycin 処置により、RAW264 細胞の細胞内外
PGE2量の総和は 8.5倍と著しく増加した。そのため PGE2産生の亢進もしくは代
謝が抑制されている可能性が考えられた。そこで、Cox-2および 15-Pgdh のタン
パク質発現量をWestern blottingにより検討した (Figure 3-3-9D)。Cox-2の発現は













































 influx on PGE2 secretion in RAW264 cells 
Effect of the treatment with 10 µM ionomycin for 15 min on extracellular (A), 
intracellular (B) PGE2 amounts and extracellular NAG activity (C) in RAW264 cells. 
Each result represents the mean ± S.E.M. (n=3-4). * indicates a statistically significant 
difference from the untreated cells (control) and ionomycin-treated cells in the absence 
with EGTA by student’s t-test (p < 0.05). ** indicates statistically significant differences 
from the absence and presence of EGTA by student’s t-test (p < 0.05).  The effect of 
ionomycin on protein expression of Cox-2 and 15-Pgdh in RAW264 cells was examined 
by Western blot analysis (D). Band intensity for 15-Pgdh protein was quantified by 
densitometric analysis. Obtained values were normalized with the intensity of Gapdh 









3-3-10. Ionomycin 刺激による PMφからの PGE2分泌 
次に Mφ からの Ca2+流入によるリソソームエキソサイトーシスに関連した
PGE2分泌における Oatp2a1 の寄与を検討した。WT および Slco2a1
-/-マウスから
単離した PMφ に RAW264 細胞と同条件で ionomycin を処置し、細胞外の PGE2
量を評価した (Figure 3-3-10)。Ionomycin (10 µM) 含む無血清培地により 15分間
培養後の細胞外 PGE2量は WT の PMφ で 63 倍、Slco2a1
-/-マウス由来 PMφ で 38
倍に増加した。Ionomycin 処置後の Slco2a1-/- PMφ の細胞外 PGE2量はWT と比較

























 influx on PGE2 secretion in peritoneal macrophages 
Effect of ionomycin on the amount of extracellular PGE2 of peritoneal macrophages 
derived from WT (white bar) and Slco2a1
-/- 
(grey bar) mice was examined under the 
same conditions as for RAW264 cells. Results are the mean ± S.E.M. (n=3). * indicates 




3-3-11. LPS 刺激による PMφからの時間依存的な PGE2分泌 
  Mφ からの炎症性刺激応答性 PGE2分泌に対する Oatp2a1 の寄与を検討した。
WTおよび Slco2a1-/-マウスから単離した PMφ を LPS (1 µg/mL) を含む無血清培
地で培養し、2、4、6、8 時間後に培養上清を回収して細胞外の PGE2 量を定量
した。その結果、Slco2a1-/-マウスの PMφ における細胞外 PGE2量は、WT と比較
して 2-8時間の全点でそれぞれ 35%、63%、51%、31%まで有意に減少した (Figure 


















Contribution of Oatp2a1 to PGE2 secretion from macrophages 
Extracellular PGE2 amount of WT (open circles) and Slco2a1
-/-
 (closed circles) 
peritoneal macrophages cultured for 2, 4, 6, 8 hr in medium containing LPS (1 µg/ml) 
was measured by LC-MS/MS. Each point represents the mean ± S.E.M. (n=3-6). * 
indicates statistically significant differences from WT and Slco2a1
-/-
 by student’s t-test 









3-3-12. LPS 刺激 PMφ における細胞内外 PGE2分布 
Figure 3-3-11 の結果から、LPS 処置による細胞外 PGE2の増加は Slco2a1 の欠
損により抑制されることが示された。しかし ionomycin 処置では、細胞内外 PGE2
の総和が変化していた。そこで Slco2a1 の欠損による細胞外 PGE2量の減少が、
PGE2 産生の減少によるものではないことを検討するために細胞内外 PGE2 量を
定量した。また、PMφにおいても RAW264細胞においても[3H]PGE2取り込みを
有意に阻害しなかった TGBz T34 が、PGE2の分泌を減少させるかについても検
討した。本検討では LPS 処置後 8時間において WTと Slco2a1-/-の PMφ の細胞外
PGE2 量の差が最も大きかったことから、LPS 処置後 8 時間における WT と
Slco2a1
-/-の PMφ の細胞内外 PGE2分布および TGBz T34 の阻害効果を検討した。 
細胞外 PGE2量は Slco2a1 の欠損及び TGBz T34 の添加により、それぞれ WT
の TGBz T34未処置と比較して 29%、44%まで有意に減少した (Figure 3-3-12A)。
しかし、細胞内 PGE2量は Slco2a1の欠損により 2.4倍に有意に増加したが、TGBz 
T34の添加は細胞内 PGE2量に対して影響しなかった (Figure 3-3-12B)。細胞内外
PGE2の総和量は、WTの TGBz T34未処置と比較して Slco2a1の欠損により 77%
まで、TGBz T34の添加により 62%まで有意に減少した (Figure 3-3-12C)。また、
Slco2a1
-/-マウス由来 PMφ に対する TGBz T34 の添加は Slco2a1-/-の TGBz T34 未
処置と比較して、細胞外 PGE2量を 37%、細胞内 PGE2量を 61%、細胞内外の PGE2
総量を 54%まで有意に減少させた。 
以上の結果より、Slco2a1 の欠損により細胞外の PGE2量の減少に伴い、細胞
内 PGE2量の増加が観察されたことから、Oatp2a1 が Mφ からの炎症性刺激応答
性の PGE2分泌に寄与することが示された。一方で、TGBz T34 の添加は WTお
よび Slco2a1-/-マウスのいずれの PMφ においても、細胞外 PGE2量、細胞内 PGE2






































Effect of Slco2a1 deletion and TGBz T34 on extra- and intracellular amount of 
PGE2 in LPS-activated peritonealmacrophages 
Effect of LPS activation for 8 hr on extra- (A), intra- (B) and total (C) cellular amount 
of PGE2 in peritoneal macrophages derived from WT and Slco2a1
-/- 
mice in the presence 
or absence of 25 µM TGBz T34 (TGBz). Each result represents the mean ± S.E.M. 
(n=3). * indicates statistically significant differences from WT and Slco2a1
-/-
 in the 
absence with TGBz by student’s t-test (p < 0.05). ** indicates statistically significant 




3-3-13. Slco2a1欠損マウス PMφにおける Cox-2、15-Pgdh 発現変動 
 Slco2a1 の欠損により細胞内外 PGE2の総和量が WT と比較して 77%に減少し
たことから、Slco2a1-/-マウスの PMφ において PGE2の合成や代謝が変化してい
る可能性がある。そこで、炎症刺激時の PGE2合成の律速酵素である Cox-2およ
び PGE2代謝の律速酵素である 15-Pgdhのタンパク質発現量をWestern blottingに
より比較しようと考えた。そのため PGE2分泌試験と同様、LPS 処置後 8 時間に
おけるWTと Slco2a1-/-マウスの PMφの Cox-2と 15-Pgdhのタンパク質発現量を
評価した (Figure 3-3-13)。WT-マウスの PMφ における Cox-2と 15-Pgdhのタンパ
ク質発現量をそれぞれ 100%としたとき、Slco2a1-/-マウスのPMφのCox-2は96%、
15-Pgdh も 96%であり Slco2a1の欠損は両酵素のタンパク質発現量に有意な影響


















Protein expression of Cox-2 and 15-Pgdh in WT and Slco2a1
-/-
 mice peritoneal 
macrophages 
Protein expression levels of Cox-2 (A) and 15-Pgdh (B) in LPS-activated peritoneal 
macrophages derived from WT and Slco2a1
-/- 
mice were examined by Western blot 
analysis. Band intensities for Cox-2 and 15-Pgdh protein were quantified by 
densitometric analysis, and the values normalized with the intensity of Gapdh are shown 






第二章において、Oatp2a1 が PMφ の細胞質に発現することを明らかにした。
しかし、細胞質における OATP2A1 の PGE2輸送活性や細胞内外における PGE2
輸送との関連についてはこれまで報告されていない。また、Mφ における PGE2
の細胞膜透過機構も不明である。そこで、本章では Mφ における OATP2A1 の機
能および細胞内 PGE2動態の解明を目的とした。また本章では PMφ に加えて、
RAW264 細胞を用いた。これまで RAW264 細胞も炎症性刺激に伴う PGE2産生に
関わる多くの研究に用いられており、一般的な Mφ モデル細胞の一つである。 
RAW264 細胞における Oatp2a1 の発現と局在を免疫細胞化学染色により検討
したところ、PMφ と同様に主として細胞質に発現することが示された (Figure 
3-3-1)。また、PMφ および RAW264 細胞における[3H]PGE2取込みは、Slco2a1 欠
損や OATP2A1 阻害薬 TGBz T34 の添加により減少しなかった (Figure 3-3-2 and 
3-3-3)。したがって OATP2A1 がMφ 細胞膜上で PGE2取込み輸送体として機能し
ないことが示唆された。OATP2A1 は膜タンパク質であり、Mφ 細胞内において
オルガネラ膜上に発現していると考えられたことから、OATP2A1 がMφ の細胞
内 PGE2動態を調節するという仮説を立てた。特に Mφ は炎症性刺激によりリソ
ソーム酵素の分泌を伴う PGE2分泌が起こることから[84, 85]、細胞内 PGE2動態
はリソソームと密接に関係する可能性がある。そのため OATP2A1 はリソソーム
に発現し細胞内で PGE2の分布に関わると考え、免疫細胞化学染色により Mφ に
おける OATP2A1 の細胞内局在部位を検討した。 
リソソームマーカーと Oatp2a1 の共局在を検討した結果、PMφ と RAW264 細
胞において細胞内酸性コンパートメントを標識する LysoTrackerおよびリソソー
ムマーカーである Lamp1、Lamp2 の発現と部分的に共局在した (Figure 3-3-4)。
さらに、両 Mφ において Oatp2a1 は細胞内で PGE2 とも部分的に共局在した 
(Figure 3-3-5)。以上の結果より、Mφ において OATP2A1 はリソソームを含む細
胞内酸性コンパートメントに発現しPGE2の細胞内分布を制御していることが考
えられた。前述したように Mφ では炎症性刺激によりリソソーム酵素の分泌を




OATP2A1 による PGE2輸送活性を評価した。 
Percoll
®密度勾配遠心法により、RAW264 細胞および PMφ から得たオルガネラ
画分では Fraction #1と Fraction #10において高いリソソーム酵素 NAG活性が観
察された (Figure 3-3-6A and 3-3-7A)。 Mφ においては、密度の異なる二種類のリ
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ソソーム画分の存在が知られており[95]、本検討における Fraction #1 は‘light 
lysosome fraction’ 、Fraction #10は ‘heavy lysosome fraction’に相当すると考えら
れる。したがって本検討において密度勾配遠心により適切にオルガネラ画分が
得られた。 
一方、RAW264 細胞のオルガネラ画分において PGE2の取込み活性は Fraction 
#1においてのみ観察され、その取込みはOATP2A1阻害薬TGBz T34およびOATP
阻害薬 BSP の添加により有意に阻害された (Figure 3-3-6B and C)。したがって
OATP2A1による輸送活性はMφに存在する二種類のリソソーム画分のうち、light 
lysosome fraction のみでみられることが示唆されている。Light lysosome および
heavy lysosomeのどちらも内部は酸性に保たれ[96]、Lamp1 と Lamp2 を発現する
ことから[97]、この結果は、Oatp2a1 がリソソームマーカーと完全には共局在し
なかった免疫細胞化学染色の結果と一致する (Figure 3-3-4)。すなわち、Mφ 内の
リソソームの一部に OATP2A1 が発現することが示唆された。Mφ において
Oatp2a1は主に細胞質に局在するが、一部は細胞膜上に発現すること、すべての
細胞内酸性オルガネラを染色する LysoTracker と共局在することから、Mφ にお
いて Oatp2a1 は light lysosome、細胞膜、エンドソームなどの酸性オルガネラな
どに局在している可能性がある。しかし、Slco2a1+/-マウスの PMφ 由来の Fraction 
#1 において WT と比較して PGE2取込み活性が有意に減少したことから (Figure 
3-3-7B)、少なくとも Oatp2a1 は Mφ の light lysosome において PGE2の取込み輸
送体として働き、PGE2 貯留に寄与することが本研究により示された。Oatp2a1




















の添加により細胞外 PGE2 量と NAG 活性は減少した (Figure 3-3-9)。さらに、
Slco2a1
-/-の欠損により ionomycin刺激後の PMφの細胞外 PGE2量はWTと比較し





より細胞内外 PGE2 の総量は有意に増加した (Figure 3-3-9A and B)。しかし、
ionomycin 処置条件においても Cox-2 タンパク質の発現は検出されず、むしろ
PGE2の代謝に関わる 15-Pgdhのタンパク質発現が増加していた (Figure 3-3-9C)。
したがって、Cox-2 および 15-Pgdh のタンパク質発現量の変化では、ionomycin
の処置による細胞内外 PGE2総量の増加は説明できない。また、Slco2a1
-/-マウス
の PMφ に ionomycin を処置した場合も、細胞外の PGE2 量が増加していた 
(Figure 3-3-10) ことから、少なくとも Oatp2a1 以外のメカニズムが Ca2+流入に
よる PGE2の産生や分泌に影響を与える可能性がある。本研究では検討できてい











し、Mφ において細胞内で産生された PGE2が 15-Pgdh により不活化されずに刺
激に応じて速やかに分泌される現象は、本研究で示された OATP2A1 介在性のエ
キソサイトーシスによる分泌機構により説明できる。 
本検討では、炎症性刺激に伴う PGE2分泌に対する OATP2A1 の寄与を明らか
にする目的で、WTおよび Slco2a1-/-マウス由来の PMφ における LPS 刺激後の細
胞外 PGE2量を検討した (Figure 3-3-11)。Slco2a1
-/-マウス由来の PMφ における細
胞外 PGE2量はWTと比較して 2-8時間の全点でそれぞれ 35%、63%、51%、31%
まで有意に低値を示した。さらに LPS 刺激後 8 時間における細胞内外 PGE2量に
対する Slco2a1 欠損および TGBz T34 添加の影響を検討した (Figure 3-3-12)。
Slco2a1
-/-マウス由来 PMφでは細胞外 PGE2量が減少する一方で細胞内 PGE2量は
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有意に増加した。一方、WT マウスの PMφ に TGBz T34 を添加すると、細胞外
も細胞内も PGE2量が減少した。また、TGBz T34 は Slco2a1
-/-マウスの PMφ にお
いても細胞内外の PGE2 量を減少させた。以上の結果から、TGBz T34 は PGE2
の合成系を阻害する可能性がある。したがって、OATP2A1 の阻害薬として過去
に報告され[99]、本研究でも用いた TGBz T34 は OATP2A1 に特異的な阻害薬と
はいえず、今後 PGE2の合成や代謝系の影響や他の輸送体などへの影響について
さらなる検討が必要である。 
LPS 刺激後 8時間の Slco2a1-/-マウス由来 PMφ において、WTと比較して細胞
内外 PGE2の総量が減少していたが、Cox-2 および 15-Pgdh の発現量は Slco2a1
-/-
マウス由来 PMφ において WTと同程度であった (Figure 3-3-13)。したがって、
OATP2A1 を介した PGE2分泌過程は、COX-2 や 15-PGDH とは独立した細胞外
PGE2量調節機構として重要であると考えられた。Slco2a1
-/-マウスの PMφ におけ
る細胞内外 PGE2総量が WT と比較して減少する理由としては、Slco2a1 欠損に
より light lysosome に PGE2が取り込まれずに、細胞質において代謝される可能
性が考えられる。 
本章の結論として、Mφ において OATP2A1 はリソソームを含む細胞内小胞へ
の PGE2 貯留を担い、PGE2 はエキソサイトーシスに伴い細胞外へ分泌されると
いう新しい概念を提唱できた (Figure 3-4-1)。しかし Slco2a1-/-マウスの PMφ に対
して ionomycin や LPS を処置した際に、細胞外の PGE2は完全に消失せず、それ
ぞれ 1/2 および 1/3 程度残存した (Figure 3-3-10 and 3-3-11)。これらの結果は、Mφ
の PGE2分泌機構は Oatp2a1介在性のメカニズム以外にも存在することを示して
いる。これまで肺胞腔においては、肺胞 Mφ が PGE2を盛んに産生するにも関わ
らず[42]、当研究室では Slco2a1-/-マウスの気管支肺胞腔洗浄 (BAL) 液中 PGE2
量は WT と比較してむしろ増加することを報告した[79]。肺胞 Mφ からの PGE2
分泌にもOATP2A1が寄与するなら、BAL液中 PGE2量も減少するはずであるが、
反対に増加した。この理由は、1) BAL 液中からの PGE2の消失に関わる肺胞上
皮細胞における PGE2取込みが減少したこと、2) 肺胞Mφ において OATP2A1 以
外の PGE2分泌機構が存在していることの 2点が考えられる。この仮説に基づけ
ば、in vivoにおいては Mφ からの OATP2A1 介在性の PGE2分泌機構は組織全体
の PGE2量を規定するほどの寄与は有していないと判断される。しかし、Mφ に
おいてOATP2A1が炎症性刺激に伴うCa2+イオン依存的なエキソサイトーシスに
よる PGE2分泌を介在することから、Mφ に発現する OATP2A1 が PGE2シグナル
の制御に重要な役割を果している可能性がある。そこで本研究の次の展開とし
て、OATP2A1 介在性の PGE2分泌がどのような PGE2シグナルの制御に関わるか
を明らかにすることで、その生理的意義を解明しようと考えた。そのため次章
では Mφ からの OATP2A1 介在性 PGE2分泌の生理的意義を解明するためのモデ
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OATP2A1-mediated PGE2 secretion via Ca
2+




















第四章 マクロファージ特異的 Slco2a1欠損マウスの作出 
 
第一節 諸言 
第二章で作出した Slco2a1-/-マウスを活用し、第三章では Mφ からの PGE2分泌
機構における OATP2A1 の役割を検討した。その結果、Mφ に発現する OATP2A1
は light lysosome を含む細胞内酸性コンパートメントにおいて PGE2の取込み輸





3-3-10 and 3-3-11)。即ち、OATP2A1 以外の PGE2分泌メカニズムがMφ に存在す
ることを示している。そこで、Mφ からの OATP2A1 介在性 PGE2分泌の重要性
を評価するために、OATP2A1 が炎症組織における PGE2動態や PGE2シグナリン
グに与える影響について研究を展開することを考えた。これまでの結果より、
Mφ における OATP2A1 は炎症性刺激による PGE2 分泌に寄与することから、










肺胞上皮に発現する OATP2A1 は肺胞腔から肺組織へ PGE2 の供給に関与し、
BLM 誘発性線維症の進展に対して保護的に働くと仮説を立てている[79]。 
しかし、肺胞腔中における PGE2の供給源である肺胞 Mφ[42]においても本研
究で示した OATP2A1 介在性 PGE2分泌経路が存在するなら、Slco2a1
-/-マウスの
BAL液中の PGE2量は前述したように減少すると考えられた。期待に反した理由
としては、1) 肺胞腔中 PGE2量は肺胞上皮の OATP2A1 により制御され、肺胞 Mφ
の OATP2A1 の寄与が小さいこと、2) 肺胞Mφ からの OATP2A1 以外のメカニズ
ムによる PGE2分泌が肺胞腔中 PGE2量に影響することが考えられる。一方、特
発性肺線維症患者においては、BAL 液中の PGE2量の減少[104]や肺胞 Mφ から




スから単離した肺胞 Mφ において、Ca2+イオノフォアに応答した PGE2分泌が減
少することから [106]、本研究で示した OATP2A1 介在性の Ca2+依存的な PGE2
分泌が BLM 処置によって減少する可能性がある。したがって、Mφ からの PGE2
分泌メカニズムの一つである OATP2A1 介在性 PGE2分泌が BLM 誘発性肺線維
症に関与する可能性はあるが、肺胞腔全体における PGE2量に対して影響しない
理由や PGE2シグナリングに与える影響については不明のままである。 
以上の観点から、Mφ からの OATP2A1 介在性 PGE2分泌は組織全体の PGE2
量には影響せずに、Mφ 近傍の PGE2量を局地的に変化させることで PGE2シグ
ナリングに影響するという仮説を立てた。しかし、OATP2A1 はMφ 以外の多く
の細胞に発現し、基本的には細胞外から細胞内への PGE2取込み輸送体として働
く。したがって、Mφ に発現する OATP2A1 の PGE2シグナリング調節に対する
寄与を Slco2a1-/-マウスで評価することは困難である。そこで本章では、Mφ から
の OATP2A1 介在性 PGE2分泌の、炎症組織における PGE2シグナリング調節へ
の寄与を評価するモデルとして、Mφ 特異的に Slco2a1を欠損したマウスの作出
を目的とした。本研究では当初から、組織特異的 Slco2a1欠損マウスを作出する
ことを目的に、Cre/loxPシステムを用いた Conditinal Knockout を行っており、第
二章においては全身組織で Creリコンビナーゼを発現する、CAGcreマウスを用
いることにより全身性に Slco2a1 を欠損したマウスを作出した。本章では、
Lysozyme M (LysM) 遺伝子のプロモーターの制御下で Creリコンビナーゼを発現
する LysMcreマウス[107]を用いてMφにおいて Slco2a1を欠損したマウスの作出
を行った。 
マウスには、Lysozyme 特異的遺伝子として LysMと Lysozyme Pの二種類が存
在する。Lysozyme P遺伝子は小腸のパネート細胞 (Paneth cells) 特異的に発現し
[108]、LysM 遺伝子はミエロイド細胞 (Myeloid cells) 特異的に発現する[109]。
LysM遺伝子はミエロイド細胞の中でも、成熟したマクロファージにおいて最も
高発現し、肺や脾臓など成熟した Mφ を多数有する組織においても LysM 遺伝子
の発現が高い[109]。したがって、LysM遺伝子のプロモーターにより Creリコン




air pouch 法を用いた急性炎症モデルにおける炎症制御[111]への Mφ の産生する
PGE2の役割が検討されている。 
本章では Slco2a1flox/flox マウスを LysMcre マウスと交配させることにより
Slco2a1
flox/flox
;LysMcre マウスを作出して、このマウスにおける Slco2a1 欠損の組






LysMcreマウスは RIKEN BioResource Center (Tsukuba, Japan) から提供いただ






C57BL/6 マウスにおける Slco2a1 遺伝子の exon 1 領域を loxP 配列で挟んだ
Slco2a1
flox/+マウスを作出した。本章ではネオマイシン耐性遺伝子 (PGKp-neor カ
セット) を、Flp/FRT 組換えによりあらかじめ除去した Slco2a1flox/+マウスを使用


























Strategy for conditional knockout of Slco2a1 
Construction of targeting vector and generation of Slco2a1
flox(neo+)/+
 mice were 
described in Figure 2-2-1. PGKp-neo
r 
cassette was deleted by crossing Slco2a1
flox(neo+)/+
 
with CAGflp mice and then, CAGflp allele was removed by crossing 
Slco2a1
flox/+
;CAGflp mice with WT mice. Targeted locus was deleted by Cre 
recombinase that expressed by LysMcre allele. A-D are shown location of primers for 


































第二章の実験方法 (2-2-4) に従った。 
 
4-2-4. マウス各組織からの DNA抽出および PCR による遺伝子型判定 
尻尾を含む各組織および PMφ から第二章の実験方法 (2-2-3) と同様の方法で
ゲノム DNAを抽出し、PCR 反応を行った。各遺伝子型に対応するプライマーは
Table 4-2-1に示した。 
 Slco2a1遺伝子の exon 1 領域欠損の定量評価については、ゲノム DNA 10 ngを
鋳型として用い、Table 4-2-2 に示したプライマーを用いて検討した。定量には
BrilliantⅢ Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent technologies, CA, 
USA) を使用し quantitative PCR (qPCR) を行った。PCR 反応は、denature (94°C,10 
sec)、annealing (64°C,15 sec)、extension (72°C,10 sec) を 1サイクルとして 40サイ
クル行った。Slco2a1 exon1の存在量は内標準として、LysM gene (LysM) を用い
て、ΔΔCt 法 [112]によって相対的に定量した。測定には Mx3000P (Agilent 
Technologies)を用い、MxPro  (Agilent Technologies) を用いて解析した。 
 
Table 4-2-1 
Sequence of primers for genotyping by PCR 
Target 
gene 













Sequence of primers for genotyping by qPCR 
Target 
gene 
Size (bp) Forward primer (5’to 3’) Reverse primer (5’to 3’) 
Slco2a1 111 CCGCTCGGTCTTCAACAACA ACTGGCCTCATCGACGTCCTA 
LysM 429 GCATTGCAGACTAGCTAAAGGCAG GTCGGCCAGGCTGACTCCATAG 
 
 
4-2-5. マウス各組織からの RNA抽出および RT-PCR 
RNA抽出および逆転写反応は第二章の実験方法 (2-2-5) に従った。 
各組織および PMφにおけるCre mRNA発現は、rTaq® DNA Polymerase (Toyobo)
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を用いて PCR により検討した。PCR 反応は、denature (94°C,10 sec)、annealing 
(58°C,15 sec)、extension (72°C,15 sec) を 1サイクルとして 35サイクル行った。 
PMφ における Oatp2a1 mRNA 発現の定量評価は、BrilliantⅢ Ultra-Fast 
SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent technologies) を使用し qPCR により行っ
た。PCR反応は、denature (94°C,10 sec)、annealing (56°C,10 sec)、extension 
(72°C,15 sec)を 1 サイクルとして 40 サイクル行った。内標準として、
hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hprt) を用い、ΔΔCt 法によって相
対的に定量した。各検討に使用したプライマーを Table 4-2-3に示した。 
 
Table 4-2-3 
Sequence of primers for RT-PCR 
Target  Size (bp) Forward primer (5’to 3’) Reverse primer (5’to 3’) 
Oatp2a1 249 CTCCCGCTCGGTCTTCAAC AGACCCCCTATGCCGATCAT 
Cre 188 TTACGGCGCTAAGGATGACT TTGCCCCTGTTTCACTATCC 
Hprt 198 CGCAGTCCCAGCGTCGTGATT CTTGAGCACACAGAGGGCCACCA 
 
4-2-6. 免疫細胞化学染色 
第三章の実験方法 (3-2-7) に従った。 
 
4-2-7. PMφからの PGE2分泌試験 
 WT および Slco2a1flox/flox;LysMcre マウス由来 PMφ を用いて、第三章の実験方




除した cell-to-medium (C/M) ratio で示した。 
統計学的解析は、Student’s t test を用いた。また Oatp2a1 mRNA発現減少の組


























 allele を示すバンド (428bp) が検出されなかったが、Slco2a1flox allele 




















;LysMcre and results of genotyping by PCR 
Slco2a1
flox/flox
 mice were crossed with Slco2a1
 flox/+
;LysMcre mice to generate Slco2a1
 
flox/flox
;LysMcre mice. Genome DNA of offsprings was extracted from tail and genotypes 







4-3-2. PCRによる Mφ特異的 Slco2a1 exon1欠損検討 
作出した Slco2a1flox/flox;LysMcreマウスにおける Slco2a1 exon1欠損のMφ特異性
を検討する目的で、各組織および PMφからゲノムDNAを抽出して Slco2a1 exon1
の欠損を PCR により検討した (Figure 4-3-2A)。内標準としては Lysozyme M 
(LysM) を用いた。本検討では Table4-2-2に示したプライマーを用いた。Slco2a1 
exon1 の存在を示すバンド (111bp) は PMφ において消失しなかった。したがっ
て定性 PCR ではMφ特異的な Slco2a1 exon1 の欠損が確認できなかった。 
そこで、Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスの PMφ における Cre 発現が低い可能性を
考慮し、各組織および PMφ から RNAを抽出し RT-PCR により、Table4-2-3に示
したプライマーを用いて Cre mRNA発現を確認した。結果として、PMφ におい





















(A) Deletion of Slco2a1 exon1 in several tissues including peritoneal macrophages 
(PMφ) of Slco2a1flox/flox;LysMcre mice was determined by PCR. DNA was extracted 
from several tissues and Slco2a1 exon1 and Lysozyme M (LysM) gene were detected. 
LysM was detected as reference gene. (B) mRNA expression of Cre in several tissues of 
Slco2a1
flox/flox





4-3-3. qPCRによる Slco2a1 exon1 欠損効率検討 
定性 PCRでは PMφにおける Slco2a1 exon1欠損を確認できなかった。しかし、
Cre mRNAは PMφ において他の組織と比較して最も発現していた。そこで、Mφ
において部分的な Slco2a1 exon1 の欠損が見られることを期待し、PMφ および各
組織におけるSlco2a1 exon1の欠損を real time PCRにより定量評価した。Slco2a1-/-
マウスの尻尾から採取したDNAにおいてはほぼ 100% Slco2a1 exon1が欠損して
いた一方で、Slco2a1flox/flox;LysMcreマウスの PMφにおける欠損効率はおよそ 88%
であった (Figure 4-3-3)。一方、他の組織においては、Slco2a1 exon1 の減少は見

















Deletion efficiency of Slco2a1 exon1 in several tissues and peritoneal macrophages 
(PMφ) of Slco2a1flox/flox;LysMcre mice was quantified by real time PCR. Each bar 
represents the mean ± S.E.M. (n=2-3). Each values were calculated by equation as 
follow. 
dCt = Ct (Slco2a1 exon1) – Ct (LysM) 
-ddCt = -[dCt (Slco2a1
flox/flox
;LysMcre mice tissues and PM) – dCt (WT mice tail)] 
Deletion efficiency (%) = (1-2
-ddCt
) × 100 
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とが示されたことから、次に Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおける Oatp2a1 
mRNA発現減少のMφ 特異性を明らかにすることを目的とした。そこで PMφ お
よび各組織から RNAを抽出し、Oatp2a1 の mRNA 発現を qRT-PCR により定量
評価し、WT と比較した場合の発現変動を検討した (Figure 4-3-4)。その結果、
Slco2a1
flox/flox
;LysMcreマウスの PMφにおいて Oatp2a1 mRNA発現が、WTの PMφ
と比較して 73%減少していた。また Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスの PMφ におけ
る Oatp2a1発現は肺、肝臓、脳、小腸、腎臓、胃、脾臓と比較して有意に減少す
ることが示された。以上の結果から、Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスでは Mφ 特異














Quantitative evaluation of Oatp2a1 mRNA expression in peritoneal macrophages 
and several tissues of Slco2a1
flox/flox
;LysMcre mice 
Oatp2a1 mRNA expression of peritoneal macrophages (PMφ) and several tissues of 
Slco2a1
flox/flox
;LysMcre mice was quantified by qRT-PCR. Each bar represents the mean 
± S.E.M. (n=3-4) and data was analyzed using one-way-ANOVA.* indicates significant 
difference (p < 0.05) between PMφ and any other tissues.  
Each value was calculated by equation as follow. 
dCt = Ct (Oatp2a1) – Ct (Hprt) 
-ddCt = -[dCt (Slco2a1
flox/flox
;LysMcre ) – dCt (WT )] 
Rate of reduction (%) = (1-2
-ddCt
) × 100 
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れたことから、PMφ における Oatp2a1 タンパク質の発現を免疫細胞化学染色に
より検討した (Figure 4-3-5)。抗 Oatp2a1 抗体を用いた抗原抗体反応は Alexa 
Fluor
®




























Immunocytochemistry for analysis of Oatp2a1 expression (Red) in peritoneal 
macrophages that from WT (A) and Slco2a1
flox/flox
;LysMcre mice (B) were performed. 






4-3-6. PMφからの LPS 刺激応答性 PGE2分泌 
炎症性刺激応答性 PGE2分泌を WT マウス由来 PMφ と Slco2a1
flox/flox
;LysMcre




における細胞外 PGE2 量は、WT と比較して 42%まで有意に減少した (Figure 
4-3-6)。以上の結果から、Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおいて Mφ からの


















PGE2 secretion from WT- and Slco2a1
flox/flox
;LysMcre mice-derived peritoneal 
macrophages 
Extracellular PGE2 amount of WT (white bar) and Slco2a1
flox/flox
;LysMcre (grey bar) 
peritoneal macrophages cultured for 8 hr in medium containing LPS (1 µg/ml) was 
measured by LC-MS/MS. Each point represents the mean ± S.E.M. (n=4). * indicates 
statistically significant differences from WT and Slco2a1
flox/flox
;LysMcre by student’s 










 第三章では、OATP2A1 がMφ からの Ca2+依存的なエキソサイトーシスによる






手法では Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおいて Slco2a1 が Mφ 特異的に欠損して
いることを確認できない。そこで本章では、尻尾由来の DNAによる遺伝子型判
定の結果 Slco2a1flox/flox;LysMcre と判定されたマウスの全身の各組織および PMφ
から DNAを抽出し、組織ごとに遺伝子型を判定した。 
まず、定性 PCR によって Slco2a1 exon1 の欠損を検討したが、PMφ において
完全な Slco2a1の欠損は得られなかった (Figure 4-3-2A)。しかし、他の組織と比
較して PMφ では Slco2a1 exon1 の存在量が減少する傾向がみられた。さらに、
RT-PCR により検討した各組織および PMφにおける Cre mRNA発現は、PMφ に
おいて最も強かった (Figure 4-3-2B) ため、さらに Slco2a1 exon1 の欠損を real 
time PCR により定量評価した。その結果、PMφ における欠損効率は約 88%であ
ったが、他の組織では Slco2a1 exon1 の欠損が確認されなかった (Figure 4-3-3)。
以上の結果から、Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおいて Slco2a1 の欠損は Mφ 特
異的ではあるが、その欠損効率は 88%と不完全だということが示された。しか
し、LysMcreマウスを作出した Clausen らの報告によれば、フローサイトメトリ




;LysMcreマウスの PMφ における Slco2a1 exon1 の欠損効率は妥当で
あると考えた。 
そこで次に Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおける Oatp2a1 mRNA 発現減少の
Mφ 特異性を検討した (Figure 4-3-4)。Slco2a1flox/flox;LysMcreマウスの PMφ におい
て Oatp2a1 mRNA 発現は WT の PMφ と比較して約 73%減少していた。PMφ に
おける Oatp2a1 mRNA 発現は肺、肝臓、脳、小腸、腎臓、胃、脾臓と比較して
有意に減少したことから、Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおいて Mφ 特異的に
Oatp2a1 mRNA発現が減少することが示された。また、LysMcreマウスを用いて








より Oatp2a1 のタンパク質発現を検討したところ、Slco2a1flox/flox;LysMcre マウス
の PMφ では WTと比較して発現が減少する傾向が確認された (Figure 4-3-5)。以
上の結果から Slco2a1flox/flox;LysMcreマウスの PMφにおいてOatp2a1は mRNAも
タンパク質も発現の減少が観察された。 
















マウス由来の PMφ においては LPS を 8時間処置後の細胞外 PGE2量が WT と比
較して 42%まで有意に減少した。Slco2a1-/-マウス由来の PMφ においてはおよそ
30%まで減少していたが (Figure 3-3-11)、Slco2a1flox/flox;LysMcreマウス由来のPMφ
において Slco2a1 exon1 の欠損が部分的であることを考慮すれば妥当であり、
Slco2a1
flox/flox
;LysMcre マウスにおいて機能的にも Mφ における Slco2a1 の欠損が
確認された。 
本章の結論として、作出した Slco2a1flox/flox;LysMcre マウスにおいて、Slco2a1 
exon1の欠損は部分的だがMφ特異的に起こっており、既報と比較しても Slco2a1 
exon1 の欠損効率や Oatp2a1 mRNA 発現の減少率は妥当であることが示された。
既報では同条件で標的遺伝子の Mφ における役割を検討できていることから、
Oatp2a1 介在性 PGE2 分泌の生理的な意義を検討する上で有用な Mφ 特異的
Slco2a1 欠損マウスが作出できたと考えた。また、LPS 応答性の PGE2 分泌が
Slco2a1
flox/flox













ては活性化された Mφ から PGE2が分泌される。しかし、Mφ の産生した PGE2
の生理作用の発揮に重要な受容体近傍のPGE2量の調節がどのようになされてい
るかは明確ではなく、研究対象とはなっていなかったとも言える。本研究では
OATP2A1 の生理的意義を解明することを目的とし、特に Mφ における細胞内外
PGE2輸送に着目した。 
第二章では OATP2A1 の生理的な役割を明らかにする目的で Slco2a1-/-マウス
を作出した。Oatp2a1 は肺胞上皮、気道上皮、肺血管内皮、近位尿細管上皮にお
いては細胞膜に局在し、糸球体の一部の細胞や PMφ においては細胞質に発現す
ることが明らかになった。また Slco2a1-/-マウスを用いた検討により Oatp2a1 は
特に、肺や腎組織における PGE2量を調節する因子の一つとして機能しているこ
とが示唆された。 
第三章ではMφ の細胞質に局在する OATP2A1 の機能解析を行った。これまで
明らかになっていなかった細胞質における OATP2A1 の機能および細胞内 PGE2
動態の解明を目的とし、OATP2A1 による PGE2の細胞内動態調節がエキソサイ
トーシスによる PGE2 分泌に関わると仮説を立て研究を進めた。本検討により、
Mφ に発現する Oatp2a1 は light lysosome を含む細胞内酸性コンパートメントに
おいて PGE2取込み輸送体として PGE2の細胞内貯留を担い、炎症性刺激に応答
して Ca2+依存的なエキソサイトーシスによる分泌に寄与することが示唆された。 





Slco2a1 exon1の欠損は部分的だが PMφ 特異的に起こっており、PMφ において特
異的に Oatp2a1 mRNA 発現が減少し、Oatp2a1 タンパク質発現も減少傾向が示さ
れた。また、Slco2a1flox/flox;LysMcreマウス由来 PMφ からの PGE2分泌は WTと比
較して有意に減少したことから、OATP2A1 介在性 PGE2分泌の生理的意義の解
明に有用な、Mφ 特異的 Slco2a1欠損マウスが作出できたと考えた。 
 以上本論文により、肺や腎臓における PG 量調節における OATP2A1 の寄与
やMφ からの OATP2A1 介在性 PGE2分泌機構が明らかになった (Figure5-1)。特
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